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1 UVOD 
 
Lymska borelioza (LB) je zoonoza, ki jo povzroča spiroheta Borrelia burgdorferi sensu lato 
(Bb-sl) (Mead, 2015). LB je dobila ime po ameriški pokrajini Lyme (v ZDA), saj so se leta 
1976 tam začele pojavljati epidemije, ki so se kazale v povečanju števila otrok z artritisom 
(Steere in sod, 2016). Večino človeških okužb v Evropi povzročajo 3 vrste borelij: B. afzelii, B. 
garinii in B. burgdorferi sensu stricto (Bb-ss) (Stanek, 2018; Mead, 2015). Bb-ss je najbolj 
patogena bakterija med tistimi, ki povzročajo LB pri človeku ter psu, in je naseljena predvsem 
v severnoameriških in evropskih državah. Prenos borelij tako na človeka, kot na psa je možen 
z ugrizom okuženega klopa (Uesaka in sod., 2016). Borelije so bakterije, ki so odvisne od 
gostitelja in zunaj njega ne morejo preživeti, vendar je kultiviranje možno v kompleksnih 
gojiščih v mikroaerofilnih pogojih (Stanek, 2018).  
 
1.1  NAMEN DELA  
 
Namen magistrske naloge je: 
 Dokazati prisotnost protiteles proti borelijam LB z dvema različnima metodama, 
indirektnim imunofluorescenčnim testom (IFT) in imnunoblot metodo (IB) v serumih psov 
 Primerjati rezultate dveh testov za dokaz protiteles proti borelijam LB pri psu 
 Ugotoviti na katere borelijske antigene se pes odzove 
 
1.2  HIPOTEZE 
 
Predpostavljamo, da: 
– bomo lahko dokazali protitelesa proti borelijam LB pri psu z obema testoma.  
– bodo rezultati dveh testov primerljivi. 
– bomo lahko določili pomembne borelijske antigene na katere se razvije imunski odziv pri 
psu. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Spirohete so ene redkih bakterij, ki jih je mogoče prepoznati na osnovi morfologije (Charon in 
sod., 2012).  
 
2.1  BIOLOŠKE ZNAČILNOSTI BORELIJ 
 
Borelije LB so dolge 20 µm, široke 0,2–0,5 µm in močno gibljive spiralne bakterije (Berende 
in sod., 2010). So Gram- negativne bakterije, vendar jih zaradi njihove velikosti najlažje vidimo 
z mikroskopiranjem v temnem polju. Gibljejo se s 7–11 endoflageli, ki se nahajajo v 
periplazemskem prostoru (Krupka in Straubinger, 2010). Bakterija ima protoplazmatski 
cilinder, ki ga obdaja zunanja membrana ter peptidoglikanski sloj (slika 1) (Berende in sod., 
2010). Bb-sl se bistveno razlikuje od tipičnih gram negativnih bakterij. Zunanja celična 
membrana je namesto lipopolisaharidov sestavljena iz lipidnega dvosloja, fosfolipidov in 
glikolipidov (Steere in sod., 2016). Zunanja celična membrana vsebuje veliko lipoproteinov, 
vključno z zunanjimi površinskimi proteini (Osps), ki imajo pomembno vlogo pri patogenezi 
(Berende in sod., 2010). 
 
 
Slika 1: Struktura borelije (Rosa in sod., 2005) 
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Za razliko od leptospir, imajo borelije majhno trdnost in ne morejo preživeti v okolju zunaj 
gostitelja, klopov, kar je posledica njihove odvisnosti od bistvenih presnovnih produktov 
gostitelja in njihovih posebnih temperaturnih zahtev. Njihova optimalna rastna temperatura je 
30–42 °C, generacijski čas pa 7–12 ur, odvisno od borelijske prilagoditve na umetni medij 
(Krupka in Straubinger, 2010). 
 
2.2  TAKSONOMIJA 
 
Borelije LB spadajo v deblo Spirochaetes, red Spirochaetales, družino Spirochaetaceae, rod 
Borrelia (preglednica 1). Deblo Spirochaetes sestavljajo rodovi, ki se glede na življenjski slog 
in druge značilnosti zelo razlikujejo, med njimi so štirje klinično zelo pomembni rodovi, katerih 
vrste so povzročitelji mnogih svetovno razširjenih bolezni, to so: Treponema, Borrelia, 
Leptospira in Brachyspira. Povzročitelji LB so zaradi svojih morfoloških, bioloških in 
genomskih lastnosti uvrščeni v posebno taksonomsko vejo (Gupta in sod., 2013). Deset let po 
odkritju spirohet, ki povzročajo LB je bilo ugotovljeno, da se tri genomske vrste razlikujejo od 
fenotipsko heterogenih sevov Borrelia burgdorferi, izoliranih v Severni Ameriki in Evropi, to 
so: Borrelia afzelii, B. burgdorferi s.s in Borrelia garinii. Kljub temu, da je Bb-ss ostala edini 
človeški patogen v Severni Ameriki, so vse tri vrste etiološki dejavniki LB v Evropi. Danes 
poznamo šest vrst iz rodu Borrelia, ki povzročajo LB in so prikazane v preglednici 1. V Evropi 
in Aziji povzročajo LB predvsem B. afzelii ali B. garinii, redkeje Bb-ss, občasno pa B. 
spielmanii ali B. bavariensis. V Severni Ameriki pa okužbo povzročajo predvsem Bb-ss in 
redkeje B. mayonii (Stanek in Reiter, 2011). 
 
Preglednica 1: Taksonomska klasifikacija bakterije Borrelia burgdorferi sensu lato (Bb-sl), prikazane so samo za 
človeka patogene borelije (Stanek in Reiter, 2011) 
  
Deblo SPIROCHAETES 
Red SPIROCHAETALES 
Družina  SPIROCHAETACEAE 
Rod Borrelia 
Vrste B. afzelii  
B. burgdorferi sensu stricto 
B. garinii 
B. spielmanii 
B. bavariensis 
B. mayonii 
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2.3   GENOM 
 
Vse genotipske vrste Bb-sl imajo majhne, zelo segmentirane genome (Steere in sod., 2016). 
Zaporedje genoma Bb-ss seva B31, je na voljo že več kot desetletje, in je zelo pripomoglo pri 
raziskavah patogeneze LB. Sekvenca B31 je pokazala, da ima Bb-ss veliko več replikonov 
(molekul DNA) kot ostale bakterije (Schutzer in sod., 2011). Genom borelije Bb-ss B31 je 
sestavljen iz linearnega kromosoma, velikega 910 kbp, 9 linearnih plazmidov in 12 krožnih 
plazmidov različnih velikosti (Steere in sod., 2016). Številni med njimi so bistveni za preživetje 
bakterij v miših ali klopih (Schutzer in sod., 2011).  Linearni kromosom je med vrstami Bb-sl 
visoko ohranjen, medtem ko plazmidi kažejo visoko stopnjo variacije. Razlike v plazmidih med 
vrstami Bb-sl so ključne za klinično variabilnost LB v različnih geografskih regijah (Steere in 
sod., 2016). V kromosomu se nahajajo geni, ki kodirajo osnovni niz beljakovin potrebnih za 
replikacijo, transkripcijo, translacijo DNA, transport snovi in energetski metabolizem. Ker pa 
genom kodira zelo malo proteinov s prepoznavno biosintetsko aktivnostjo, je organizem 
odvisen od gostitelja za večino svojih prehranskih potreb (Fraser in sod., 1997; Steere in sod., 
2004). Zelo nenavadna značilnost Bb-sl je, da za rast in vitro ne zahteva železa, kar omogoča 
bakteriji, da se izogne obrambi gostitelja, ki temelji na omejitvi razpožljivega železa (Steere in 
sod., 2004). 
 
2.4  BORELIJSKI ANTIGENI 
 
Borelija izraža na površini širok spekter lipoproteinov, ki igrajo pomembno vlogo pri 
patogenezi. Sposobnost prilagoditve borelij v različnih gostiteljih je povezana s sposobnostjo 
izražanja različnih zunanjih površinskih proteinov ter polipeptidov. Površinski proteini so tako 
pomembni dejavniki virulence, molekule izogibanja imunskemu sistemu in prilagoditveni 
dejavniki pri prenosu in interakciji s tkivi gostitelja (Pulzova in Bhide, 2014; Steere in sod., 
2004). Kljub močnemu imunskem odzivu gostitelja lahko okužba traja dlje, za kar so zasluženi 
posebni virulenčni dejavniki, ki spiroheti omogočajo zmanjšano izražanje specifičnih 
imunogenih površinskih beljakovin (vključno z OspC proteinom). Poleg tega imajo borelije 
zmožnost hitrega in nenehnega spreminjanja antigenskih lastnosti površinskega lipoproteina 
(VlsE). Prav tako lahko k vztrajnosti okužbe prispeva sposobnost spirohet, da se vežejo na 
različne komponente zunajceličnega matriksa. Borelije ne proizvajajo toksinov, zato je večina 
poškodb tkiva najverjetneje posledica vnetnih reakcij samega gostitelja (Stanek in sod., 2012; 
Pulzova in Bhide, 2014). 
 
2.4.1 Zunanji površinski proteini 
 
Površinski proteini ali Osps (Osp-outer surface proteins) so bistveni za preživetje bakterij v 
različnih gostiteljih in imajo pomembno vlogo pri interakciji gostitelj-patogen, zato lahko 
natančno poznavanje borelijskih površinskih proteinov pripomore k izboljšanju cepiv in 
terapevtskih sredstev proti boreliozi (Pulzova in Bhide, 2014). 
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Površinski proteini, ki omogočajo obstojnost v klopu 
 
OspA in OspB sta lipoproteina, pomembna pri kolonizaciji in obstoju borelij v srednjem delu 
črevesja klopov. Izražanje obeh proteinov je uravnavano s hranjenjem klopa. Velika sta 31 in 
34 kDa in sta kodirana na linearnem plazmidu (lp54). Gena za OspA in OspB imata podobno 
zgradbo in si delita velik delež podobnosti in sicer se ujema kar 50 % zaporedja (Kenedy in 
sod., 2012). OspA protein se veže na receptor TROSPA (tick receptor for OspA), ki se nahaja 
na površini v črevesju klopa in tako omogoča Bb-sl pritrditev (Hajdusek in sod., 2013; Kenedy 
in sod., 2012). OspA protein se veže na plazminogen in tako zaščiti spirohete ob hranjenju pred 
protitelesi pridobljenimi iz gostitelja (Kung in sod., 2013).  
 
OspD je 28 kDa velik površinski lipoprotein, kodiran na plazmidu lp38. Njegovo izražanje je 
povečano kmalu po hranjenju klopa, in se zmanjša glede na gostiteljske signale in temperaturo. 
OspD je pomemben pri pritrjevanju, saj se lahko veže na izvlečke črevesja v klopu (Kenedy in 
sod., 2012). 
 
Površinski proteini, ki imajo vlogo pri prenosu spirohet iz klopa na gostitelja 
 
Bb-sl v srednjem delu prebavnega trakta nehranjenega klopa izraža zunanjo površinsko 
beljakovino A (OspA), ne pa tudi OspC. OspC je 22 kDa velik lipoprotein, ki se nahaja na 
krožnem plazmidu (cp26). Po hranjenju klopov s krvjo se izdelovanje OspA ustavi in se začnejo 
izražati OspC beljakovine, ki so pomembne za prehod borelij iz črevesja klopov v žleze 
slinavke in okužbo gostitelja preko sline (Steere in sod., 2004; Kung in sod., 2013; Schwan in 
Piesman, 2000; Kenedy in sod., 2012).  
 
Površinski proteini, ki omogočajo adhezijo na gostiteljske celice 
 
DbpA in DbpB sta dekorin vezavna proteina, ki se vežeta na dekorin gostitelja (Kenedy in sod., 
2012). Dekorin je glikoprotein, povezan s kolagenskimi vlakni in se nahaja v vezivnih tkivih. 
DbpA in DbpB tako omogočata interakcijo Bb-sl z vezivnimi tkivi, kar ima pomembno vlogo 
pri okužbi sesalcev in razširjanju borelij (Kenedy in sod., 2012; Pulzova in Bhide, 2014). Gena 
za ta dva proteina se nahajata na linearnem plazmidu lp54. Ekspresija obeh proteinov je 
povečana med okužbo, ko pride do znižanja pH in povišanja temperature iz 23 °C na 37 °C 
(Kenedy in sod., 2012). DbpA in DbpB igrata ključno vlogo pri kasnejših stopnjah bolezni, 
med diseminacijo in dolgotrajno kronično okužbo v tkivih bogatih z dekorinom (Kenedy in 
sod., 2012). OspF je bil opredeljen kot potencialen adhezin srčnega tkiva. Njegova ekspresija 
se poveča med okužbo gostitelja (Kenedy in sod., 2012). 
 
BmpA je protein z molekulsko maso 39 kDa, ki se veže na gostiteljske komponente 
zunajceličnega matriksa, vključno z lamininom (Verma in sod., 2009). Gre za pomemben 
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antigen za serodiagnozo okužbe pri človeku, saj lahko protitelesa proti proteinu p39 odkrijemo 
v zgodnjih in poznih fazah LB (Jovanovic in sod., 2015). 
 
Površinski proteini, ki so zasluženi za izogibanje imunskemu sistemu gostitelja  
 
Kljub aktivnemu imunskemu odzivu lahko Bb-sl med diseminacijo preživi s spreminjanjem ali 
zmanjševanjem antigenske ekspresije površinskih proteinov ter zaviranjem določenih imunskih 
odzivov gostiteljev. Za to sta bistvena dva linearna plazmida: lp25, ki kodira nikotinamidazo in 
lp28-1, ki kodira VlsE lipoprotein (Steere in sod., 2004). 
 
VlsE (variable major protein-like sequence) je 35 kDa velik lipoprotein, ki je podvržen 
antigenski spremembi in ima tako pomembno vlogo pri izmikanju imunskemu odzivu. VlsE 
lokus se nahaja na 28-kb linearnem plazmidu (lp28-1) in je sestavljen iz ekspresijskega mesta 
(vlsE) in 15 tihih kaset. V vsaki tihi kaseti je med zelo ohranjenimi regijami razporejenih šest 
variabilnih regij (Kenedy in sod., 2012). Med okužbo prihaja do rekombinacij naključno 
izbranih segmentov tihih kaset s homolognimi regijami vlsE. Perzistentna okužba pri bolnikih 
z LB je lahko delno posledica te antigenske spremembe (Lawrenz in sod., 1999). Variabilne 
regije VlsE se nahajajo na membranskem distalnem delu proteina, zato ohranjene regije težje 
pridejo v stik s protitelesi med samo okužbo sesalcev (Kenedy in sod., 2012). Plazmid lp28-1 
je tako zelo pomemben za preživetje v prisotnosti nepoškodovanega imunskega sistema 
(Lawrenz in sod., 1999).  
 
Obstajajo tudi drugi borelijski antigeni, katerih vloga še ni povsem znana. To je na primer 
beljakovina z molekulsko maso 83 kDa. Protitelesa, ki nastanejo proti p83 so na splošno 
značilna za kronično bolezen (Jovanovic in sod., 2015).  
 
Flagelarni protein Bb-sl (p41) z molekulsko maso 41 kDa, predstavlja osnovno komponento 
bičkov in je najbolj pogosto zaznan protein v serumih bolnikov okuženih z LB. Flagelarni 
protein p41 je močan imunogen in izzove zgodnjo sintezo protiteles, vendar lahko zaradi 
strukturne podobnosti borelijskih flagelinov z flagelarnimi antigeni ostalih spirohet pride do 
navzkrižne reaktivnosti in posledično lažno pozitivnih rezultatov pri seroloških testih okužb z 
borelijami (Psevdos in sod., 2019; Jovanovic in sod., 2015).  
 
2.5  REZERVOAR IN PRENAŠALCI 
 
Glavni prenašalec borelij v Evropi je ščitasti klop Ixodes ricinus, v Aziji pa je glavni vektor 
Ixodes persulcatus (Stanek in sod., 2012). Življenjski cikel klopa traja dve do šest let. V teh 
letih ima štiri razvojne stopnje, ki so prikazane na sliki 2, to so: jajčece, larva ali ličinka, nimfa 
in odrasel klop. Skozi te razvojne faze se borelije lahko ohranijo. Klopi se hranijo le enkrat med 
vsako aktivno stopnjo. Po nekaj dnevnem hranjenju, ki je odvisno od faze v kateri se nahajajo, 
klopi zapustijo gostitelja in se namestijo na površino ali v okolico tal z vsaj 80 % vlažnostjo, 
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kjer ostanejo nekaj mesecev, da se razvijejo v naslednjo življenjsko fazo. Odrasle samice pa v 
tem času odložijo okoli 2000 jajčec (Stanek in sod., 2012). 
 
 
Slika 2: Razvojne stopnje klopa Ixodes spp.: samica, samec, odrasel klop, nimfa ter larva, od leve proti desni 
(CDC, 2018) 
 
Borelije se nahajajo v srednjem delu prebavnega trakta klopov. Med hranjenjem okuženega 
klopa se prenesejo v žleze slinavke in preko sline v kožo gostitelja, nato pa se s krvjo ali 
različnimi tkivi razširijo na druge lokacije. Da pride do prenosa borelij iz klopa na gostitelja, 
mora hranjenje trajati dlje časa (36 ur ali več). Način prenosa pa je odvisen od seva Bb-sl 
(Stanek in sod., 2012). Patogene vrste borelij, kot so Bb-ss B. garinii in B. afzelii, prenašajo 
različni klopi (Steere in sod., 2004). Za prenos borelij pri ljudeh so večinoma odgovorne nimfe, 
medtem ko se psi okužijo predvsem preko odraslih klopov (Stanek in sod., 2012).  
 
Klopi se hranijo z različnimi vrstami plazilcev, ptic in sesalcev, odvisno v kateri razvojni stopnji 
se nahajajo. Cikel prenosa borelij s klopi je prikazan na sliki 3. Neodrasli klopi (larve in nimfe) 
se večinoma hranijo na majhnih glodalcih, kot je na primer belonoga miš (Peromyscus 
leucopus) in pticah, medtem ko se odrasel klop hrani na skoraj vseh večjih živalih, vključno z 
zajci, psi, srnjadjo in govedom. Jeleni niso ustrezni rezervoar za spirohete, vendar omogočajo 
hranjenje klopov in zato pomembno prispevajo k vzdrževanju populacije klopov. Zaradi 
raznolikosti rezervoarjev se borelije lahko prenašajo med različnimi živalskimi vrstami, lahko 
pa jih tudi živali same prenesejo naprej. Človek je v tem krogu le naključni gostitelj (Steere in 
sod., 2004; Stanek in sod., 2012).  
 
Klopi preživijo večino svojega življenjskega cikla v zunanjem okolju in ne na gostiteljih. 
Njihovo idealno okolje je listopadni gozd z vlažno prstjo, ki ga pokriva debela plast podrastja. 
Podnebne spremembe močno vplivajo na preživetje, razvoj in razmnoževanje klopov, zato je 
uspešnost klopov odvisna od vsaj treh bioloških in mikroklimatskih zahtev: (a) konstantne 
relativne vlažnosti v zraku, ki mora biti vsaj 80 %, da se prepreči usodno izsuševanje bivališč, 
(b) temperature okolja med –10 °C in 35 °C, ki vplivajo na preživetje klopov ter na njihovo 
aktivnost za iskanje gostitelja, (c) razpoložljivost primernih gostiteljev, saj klimatske 
spremembe vplivajo na številčnost in raznolikost živalskih vrst, ki jih klopi izkoriščajo kot 
gostitelje (Lane in sod., 1991; Mannelli in sod., 2012). Specifični vzroki smrtnosti klopov so: 
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zamrzovanje pozimi, dehidracija v suhih obdobjih poleti, prekomerno segrevanje poleti, 
utopitev v poplavnih vodah v vsakem letnem času in izčrpavanje zalog energije v klopih zaradi 
neuspešnega iskanja gostitelja. Prav tako tudi izpostavljenost nižjim temperaturam 
(temperaturam pod ničlo) ter visokim tempraturam (nad približno 30 °C) za daljša obdobja 
povzroči skoraj univerzalno smrtnost (Eisen in sod., 2015).  
 
 
Slika 3: Cikel prenosa borelij, ki je odgovoren za vzdrževanje borelij v populaciji klopov (Stanek in sod., 2012) 
 
2.6  EPIDEMIOLOGIJA 
 
Razširjenost Bb-sl je odvisna od geografske razširjenosti njihovih vektorjev, ščitastih klopov. 
Ker različni klopi prenašajo različne vrste borelij, se na določenih območjih nahajajo tiste vrste 
borelij, ki jih prenašajo za to območje značilni klopi (Mead, 2015). Posledično, je za okužbo 
pri človeku značilen širok spekter kliničnih slik. V Sloveniji je LB endemična, in se pojavlja 
skozi vso leto. Gre za najpogostejšo infekcijsko bolezen, ki se prenaša s klopi. Letno zboli 
3000–7000 ljudi, med katerimi je največ starih med 35 in 65 let. Največ primerov je zabeleženih 
v poletnih mesecih (od maja do oktobra), ko je aktivnost klopov največja (NIJZ, 2019). Od leta 
1986 je prijavljanje primerov LB obvezno, štiri leta kasneje pa so se začele ločeno prijavljati 
tudi posamezne klinične slike LB. Najpogostejša klinična slika je kožna sprememba erythema 
migrans (EM) in sicer kar v 90 % primerih vseh registriranih okužb v Sloveniji. Preglednica 2 
prikazuje klinične slike glede na število prijavljenih primerov okužbe z LB po letih (NIJZ, 
2019). 
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Preglednica 2: Število prijavljenih primerov lymske borelioze (LB) glede  na klinično sliko v Sloveniji od leta 
2014 do 2018 (NIJZ, 2019) 
 
Klinična slika 2014 2015 2016 2017 2018 
Erythema migrans 3875 3729 4264 4524 7524 
Meningitis 10 6 2 2 23 
Polinevropatija 4 2 1 5 2 
Artropatija 1 5 7 3 10 
Skupaj 3890 3742 4274 4534 7559 
 
Leta 2018 je bilo prijavljenih 7559 bolnikov z LB, od katerih je bilo 54 % žensk in 46 % moških 
(preglednica 2). Pri večini bolnikov (99,5%) se je razvila EM. Največ prijavljenih primerov 
(slika 4) je bilo zabeleženih v goriški regiji (645,3 primerov), malo manj v murskosoboški regiji 
(505 primerov) in v kranjski regiji (497,1 primerov) (NIJZ, 2019). 
 
 
Slika 4: Število prijavljenih primerov lymske borelioze (LB) in klopnega meningoencefalitisa (KME) po regijah 
v Sloveniji v letu 2018 (NIJZ, 2019) 
 
Tako v Sloveniji, kot v Evropi so znane 3 za človeka patogene borelijske vrste: B. afzelii, B. 
garinii in Bb-ss (NIJZ, 2019). Največkrat izolirana med njimi je B. afzelii (80 % vseh izolatov), 
ki najpogosteje povzroča kožne spremembe, sledi ji B. garinii, ki je največkrat izolirana pri 
bolnikih z nevrološkimi spremembami, najmanjkrat pa izoliramo Bb-sl, kar sovpada z redkim 
pojavom artritisov v Evropi (Stanek in sod., 2012).  
 
2.7  KLINIČNA SLIKA PRI ČLOVEKU 
 
LB se pojavi v več fazah, za katere so značilni različni klinični znaki. Zgodnja lokalizirana 
okužba je prva faza bolezni, ki ji v dneh ali tednih sledi diseminirana okužba in mesece do leta 
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kasneje 3. stopnja, perzistentna/trajna okužba. Vendar pa je okužba spremenljiva, nekateri 
bolniki imajo samo lokalizirano okužbo kože, medtem ko drugi samo pozne simptome bolezni 
kot je artritis. Poleg tega obstajajo regionalne razlike, predvsem med boleznimi v Ameriki in 
tistimi, ki jih najdemo v Evropi in Aziji (Steere in sod., 2004). Klinični znaki okužbe se lahko 
razlikujejo, od lokalne kožne reakcije, do sistemskih sindromov in razširjanja v druge organske 
sisteme, vključno s sklepi, srcem in centralnim živčnim sistemom (Sanchez, 2015). 
 
2.7.1 Zgodnja lokalizirana okužba 
 
Za zgodnjo fazo je značilna za borelijo tipična kožna lezija EM (Slika 5), ki se pojavi nekaj dni 
do tednov po vbodu klopa, najpogosteje na mestu njegove pritrditve (Stanek in sod., 2012; Little 
in sod., 2010). Rdeč izpuščaj se razširi v obročasto lezijo s premerom od 5 do 30 cm (Sanchez, 
2015). Diagnoza EM se postavi na podlagi fizičnega pregleda in možno izpostavljenostjo na 
endemičnem območju LB, saj v tem času bolniki v krvi običajno še ne razvijejo borelijskih 
protiteles (Sanchez, 2015). Pojavijo se lahko še drugi simptomi, kot je zvišana telesna 
temperatura, slabo počutje in regionalna limfadenopatija (Little in sod., 2010; Sanchez, 2015). 
V ZDA se EM ponavadi priključijo gripi podobni simptomi, medtem ko v Evropi kožna lezija 
poteka večinoma brez bolečin (Steere in sod., 2004). 
 
 
Slika 5: Značilna kožna lezija, erythema migrans (EM) (CDC, 2018; Sanchez, 2015) 
 
Borelijski limfocitom je druga oblika kožne spremembe. V večini primerov je to samostojna 
lezija v obliki modrikasto rdeče zatrdline oz. otekline, velikosti od 1 do 5 cm (slika 6).  Pri 
otrocih se borelijski limfocitom najpogosteje nahaja na ušesni mečici, pri odraslih pa v okolici 
prstne bradavice, redkeje se pojavi na modih (Müllegger in Glatz, 2008). Lezija je lahko boleča 
na dotik, nezdravljen borelijski limfocitom pa lahko vztraja tudi več mesecev (Stanek in sod., 
2011).  
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Slika 6: Borelijski limfocitom na ušesni mečici (Sanchez, 2015) 
 
2.7.2 Zgodnja diseminirana okužba 
 
V zgodnji, diseminirani bolezni, ki se pogosto pojavlja v odsotnosti začetnega zdravljenja, se 
borelija preko krvi razširi od začetnega mesta okužbe do drugih organov. Čez nekaj dni ali 
tednov se lahko pojavijo sekundarne lezije s podobnim izgledom EM, ki se razširijo po 
celotnem telesu (Sanchez, 2015). Lahko se pojavijo drugi zapleti, kot je nevroborelioza, artritis 
in miokarditis, redkeje pride do očesnih simptomov (Stanek in sod., 2012; Sanchez, 2015).  
 
2.7.3 Pozna lymska borelioza 
 
Pozna oblika LB se pojavi nekaj mesecev po nezdravljeni začetni okužbi in se kaže s kronično 
spremembo živčnega sistema, sklepov (artritis) in kože, znano kot acrodermatitis chronica 
atrophicans (ACA) (Stanek in sod., 2012; Sanchez, 2015). Gre za dolgotrajno kožno 
spremembo, za katero so značilne rdeče ali modrikasto rdeče lezije, ki se običajno pojavijo na 
zunanjih površinah rok ali nog ter otečejo (slika 7). Čez čas postaja atrofija kože vse bolj vidna 
(Stanek in sod., 2011). V Aziji in Evropi okužbo najpogosteje povzroča B. afzelii (Sanchez, 
2015). 
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Slika 7: Acrodermatitis chronica atrophicans (Stanek in sod., 2012) 
 
2.7.4 Perzistentna okužba 
 
Povzročitelji LB lahko v gostitelju preživijo več let brez opaznih simptomov. Mesece po 
nastopu bolezni pa se pri približno 60 % nezdravljenih bolnikih pojavljajo občasni napadi 
artritisa (Steere in sod., 2004). Imunskemu mehanizmu sčasoma uspe izkoreniniti Bb-sl iz 
sklepov, zato se število pacientov, ki imajo napade artritisa, vsako leto zmanjša za približno 
10–20 % (Steere in sod., 2004). 
 
2.8  IMUNSKI ODZIV GOSTITELJA PRI BORELIJSKI OKUŽBI 
 
Ko Bb-sl preko sline klopa vstopi v človeški organizem, se sproži imunski odziv. Mediatorji 
prirojenega imunskega odziva, kot so granulociti in makrofagi potujejo na mesto okužbe in se 
ukvarjajo z izločanjem borelij s fagocitozo ali zunajceličnin ubijanjem s sproščanjem 
oksidativnih radikalov. Ti hitri, vendar nespecifični vnetni odgovori lahko povzročijo simptome 
v obliki EM. Vendar pa to lokalno ubijanje borelij ni dovolj učinkovito za odpravljanje okužbe, 
zato se borelije širijo in inducirajo multisistemske vnetne odzive. Specifična protitelesa začnejo 
nastajati pozno po začetku okužbe. Specifična IgM protitelesa tako nastanejo dva do štiri tedne 
po okužbi, IgG protitelesa pa je mogoče najti približno štiri do šest tednov po okužbi (Krupka 
in Straubinger, 2010).  
 
2.9   DIAGNOSTIKA LYMSKE BORELIOZE 
 
Diagnostični pristop za vsako infektivno bolezen je odvisen od inkubacijske dobe (čas od 
okužbe do pojava kliničnih znakov), bioloških značilnosti organizma in njegovega gostitelja ter 
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imunskega odziva gostitelja med samo okužbo (Little in sod., 2010). Diagnoza običajno temelji 
na prepoznavanju značilne klinične slike in pozitivnega odziva protiteles proti Bb-sl (Steere in 
sod., 2004). 
 
2.9.1 Osamitev 
 
Osamitev borelij sodi med najzanesljivejše diagnostične metode za dokazovanje LB in je še 
vedno zlati standard za specifičnost v laboratorijski diagnostiki. Borelije so počasi rastoče in 
zelo občutljive bakterije, zato je njihova osamitev dolgotrajna in traja od 8-12 tednov, 
velikokrat pa je tudi neuspešna (Wilske in sod., 2007; Stanek in sod., 2011). Za gojenje 
potrebujejo posebno gojišče, modificiran Kelly-jev medij (Wilske in sod., 2007). Kultivacija 
nam je lahko v pomoč predvsem pri imunokomprimitiranih bolnikih in drugih primerih, kjer 
klinična slika kaže na boreliozo, protitelesa pa niso prisotna (negativna serologija) (Wilske in 
sod., 2007). 
 
2.9.2 Dokaz borelijske molekule DNA s PCR 
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je molekularna metoda, ki se uporablja za potrditev 
borelijske okužbe, saj lahko zazna nizko število kopij Bb-sl (Stanek in sod., 2011). Princip 
metode PCR temelji na pomnoževanju borelijske DNA ali določenih ciljnih sekvenc v več 
milijonov kopij. Na ta način ojačan signal, nam potrdi prisotnost iskane bakterije. Kot ciljne 
sekvence se uporabljajo bodisi geni, ki se nahajajo na plazmidih (ospA in ospB), geni iz 
kromosomov (geni za flagelarni protein), ali iz genskih segmentov (Wilske in sod., 2007). 
 
Najbolj primeren kliničen vzorec za dokaz borelije s PCR metodo je biopsija kože. Iz telesnih 
tekočin, kot sta urin in kri se borelije precej težje odkrijejo zaradi slabe občutljivosti, saj so 
prisotni PCR inhibitorji (Shah in sod., 2018; Wilske in sod., 2007). PCR testi iz sinovijske in 
cerebrospinalne tekočine pa so se izkazali kot koristna diagnostična orodja za lymski artritis in 
nevroboreliozo (Shah in sod., 2018). Prednost PCR metode je, da je zelo občutljiva in hitra, 
vendar na drugi strani zelo zahtevna ter draga (Wilske in sod., 2007). V nasprotju s kulturivacijo 
pa PCR ne more razlikovati med živimi in mrtvimi borelijami, saj se lahko DNA po propadu 
bakterije v vzorcu ohrani dlje časa. Zato metoda ni primerna za presojo o aktivnosti okužbe. 
(Stanek in sod., 2011; Krupka in Straubinger, 2010). Poleg tega je možnost detektiranja borelij 
s PCR metodo majhna zaradi nizkega bakterijskih bremena, in posledično je učinek lažno 
negativnih rezultatov zelo velik (Krupka in  Straubinger, 2010). 
 
2.9.3 Dokaz specifičnih protiteles 
 
Določanje protitelesnega odziva na borelije je najpogostejši laboratorijski test za podporo 
diagnoze in je tako temelj laboratorijske potrditve bolezni (Little in sod., 2010; Kalish in sod., 
2001). Gre za rutinsko dokazovanje prisotnosti specifičnih protiteles v serumu, likvorju in 
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sinovijski tekočini bolnikov. Obstajajo različni serološki testi: imunofluorescenčni test (IFT), 
imunoblot (IB) in encimsko-imunski test, s katerimi dokazujemo specifična protitelesa razreda 
IgM in IgG (Little in sod., 2010). Serološki testi se med seboj razlikujejo glede na metodo 
testiranja, pripravo antigena, občutljivost in specifičnost. Vse to najverjetneje vpliva na različno 
interpretacijo pri testiranju vzorca z različnimi testi, zato je pomembno, da interpretacijo 
seroloških testiranj ovrednotimo glede na klinične ugotovitve, epidemiologijo bolezni ter 
zgodovino potovanj bolnika (Little in sod., 2010). Kljub temu, da so metode zelo hitre in poceni, 
pa so serološki testi neobčutljivi v zgodnjih fazah okužbe, saj protitelesa nastajajo šele mesec 
ali dva po sami okužbi (Little in sod., 2010). Zaradi tega se ob zgodnjem pojavu EM in ustrezni 
epidemiologiji priporoča zdravljenje prvih 10–20 dni brez serološkega testiranja (Steere in sod., 
2004; Little in sod., 2010). 
 
V zgodnjih akutnih fazah bolezni je v telesu prisotnih več IgM protiteles in so zato bolj 
zaznavna kot IgG protitelesa (Uesaka in sod., 2016). Pri ljudeh, s poznejšimi fazami LB 
(artritis) je serološko testiranje občutljivo in specifično, kar kaže na to, da je pri kroničnih 
okužbah več bolnikov serološko pozitivnih (Little in sod., 2010). Glavna omejitev pozitivnega 
serološkega rezultata je, da ne more natančno razlikovati med aktivnimi in preteklimi 
okužbami. Prav tako je na voljo zelo malo podatkov o značilnostih in trajanju serološke 
aktivnosti protiteles po aktivni okužbi (Kalish in sod., 2001).  
 
2.10  ZDRAVLJENJE LYMSKE BORELIOZE 
 
Borelija je odporna na rifampicin, specifične fluorokinolone ter cefalosporine prve stopnje, zato 
se za zdravljenje LB uporabljajo tetraciklini, penicilini, cefalosporini druge in četrte generacije 
ter makrolidi (Stanek in sod., 2012). Zgodnja, lokalizirana borelijska okužba se ponavadi zdravi 
z doksiciklinom, amoksiciklinom ali azitromicinom. Čeprav EM sčasoma izgine tudi brez 
zdravljenja, je zdravljenje z antibiotikom priporočljivo, da se prepreči širjenje okužbe ter razvoj 
kasnejših kliničnih znakov ob napredovanju okužbe (Stanek in sod., 2012).  
 
Za zdravljenje razširjene in kronične oblike LB se najpogosteje uporabljajo ceftriakson, 
penicilin G, amoksiciklin, doksiciklin in azitromicin. Med njimi je ceftriakson prednostno 
parenteralno zdravilo saj dobro prehaja krvno-možgansko bariero (Stanek in sod., 2012). V 
prvih 24 urah antibiotičnega zdravljenja, se lahko pri nekaterih pacientih poveča velikost in 
intenziteta kožne lezije, prav tako pa se lahko pojavijo bolj intenzivni simptomi, ki spominjajo 
na virusne okužbe. Kožna lezija navadno izgine v 7–14 dneh po antibiotični terapiji, vročina pa 
v 48 urah. Drugi simptomi, kot so bolečine v sklepih in utrujenost se v tem času sicer izboljšajo, 
vendar pri nekaterih pacientih trajajo še več kot tri mesece. Zdravljenje nosečnic se ne razlikuje 
od običajnega zdravljenja, le da se je potrebno izogniti doksiciklinu zaradi možnosti neželenih 
učinkov tako za plod kot za mater (Stanek in sod., 2012). Zdravljenje z antibiotiki je smiselno 
v vseh fazah bolezni in pri vseh kliničnih manifestacijah, vendar je v zgodnjih obdobjih bolezni 
najučinkovitejše (Little in sod., 2010). 
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2.11  PREPREČEVANJE OKUŽBE 
 
Ekološke razmere, ki so za borelije ugodne in stalno povečevanje števila primerov pomenita za 
javno zdravje izziv za preprečevanje LB (Steere in sod., 2004). Za preprečevanje okužb je 
najbolj pomembna osebna zaščita, ki vključuje zaščitno obleko svetlih barv, da klopa hitreje 
opazimo, uporabo kožnih repelentov, pomembno je redno pregledovanje, če so na telesu 
pritrjeni klopi in njihova takojšnja odstranitev. Za prenos spirohet je potrebno, da je klop na 
kožo pritrjen 24–72 ur, zato je njegova odstranitev v 24 urah navadno učinkovit ukrep za 
preprečitev nastanka okužbe (Steere in sod., 2004). Potrebno se je čim bolj izogibati območjem, 
kjer se nahajajo klopi, kar je velikokrat neizvedljivo, še posebej, če je endemično območje blizu 
doma. Prav tako je pomembno urejevanje okolice in ustvarjanje območij brez klopov, ki so 
primerna za rekreacijo (Little in sod., 2010). 
 
V devetdesetih letih so razvili rekombinantna cepiva OspA, ki so bila dokazana kot varna in 
učinkovita za preprečevanje LB v ZDA. Čeprav je bilo eno od cepiv komercialno dovoljeno, je 
bilo njegovo sprejetje s strani javnosti in zdravnikov tudi omejeno in ga je proizvajalec leta 
2002 umaknil. Razlogi, zakaj je bil njegov sprejem omejen, so bili nizko tveganje za LB v 
državi, potreba po obnovitvenem injiciranju vsako ali vsako drugo leto in sorazmerno visoki 
stroški tega preventivnega pristopa v primerjavi z antibiotičnim zdravljenjem zgodnjega 
okužbe. Poleg tega se je pojavila skrb, da lahko cepljenje v redkih primerih sproži avtoimunski 
artritis (Steere in sod., 2004). 
 
2.12  LYMSKA BORELIOZA PRI PSIH 
 
LB se pri človeku in psih razlikuje v smislu kliničnega izida po okužbi, diagnostiki, strategijah 
preprečevanja okužbe in priporočilih za zdravljenje (Krupka in  Straubinger, 2010).  
 
2.12.1 Klinična slika lymske borelioze pri psih 
 
Za razliko od LB pri ljudeh, 95 % psov okuženih z Bb-sl ne razvije kliničnih znakov bolezni 
(Vogt in sod., 2019). Nekaj dni do tednov po začetni okužbi se lahko pojavijo akutni znaki 
(zvišana telesna temperatura, splošno slabo počutje, šepanje in otekanje lokalnih limfnih 
vozlov). Ta stopnja je ponavadi s strani lastnikov psov spregledana, saj ti začetni simptomi po 
nekaj dneh izginejo. Značilna kožna sprememba EM, ki se pojavi pri ljudeh, pri psih ni opisana, 
vendar se lahko okoli ugriza klopa pojavi majhna rdečkasta lezija, premera približno 1 cm. Ta 
reakcija, ki je posledica vnetnega odziva na ugriz klopa izgine v nekaj dneh po njegovi 
odstranitvi (Krupka in Straubinger, 2010). 
 
Tedne do mesece po začetni okužbi se z razširjanjem borelij v kožo, sklepe in vezivno tkivo 
pojavijo lokalne vnetne reakcije ter povzročajo bolečino, otekanje in šepanje. Kronično okuženi 
psi lahko razvijejo sindrom glomerulonefritisa, imenovanega tudi lymska nefropatija (Vogt in 
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sod., 2019; Krupka in Straubinger, 2010). Gre za težko napredujočo bolezen ledvic, ki jo 
običajno spremlja bruhanje. Psi se ne odzivajo dobro na zdravljenje, zato je zanje v večini 
primerov okužba usodna V nekaterih primerih lahko okužba prizadane živčevje v obliki 
encefalitisa, polinevritisa ali meningitisa (Krupka in Straubinger, 2010; Ebani in sod., 2014; 
Leschnik, 2014). 
 
2.12.2 Rezervoar borelij pri psih 
 
Psi in druge divje zveri kot so rakuni in dihurji niso pomembni rezervoar za Bb-sl, vendar je 
zaradi njihovega življenskega stila in stika z velikim številom klopov verjetneje, da bodo psi 
bolj izpostavljeni Bb-sl (Little in sod., 2010). Kljub temu, da so nimfe odgovorne za večino 
prenosov Bb-sl na pse, saj so majhne in se zato na gostitelju ne zaznajo, so psi manj dovzetni 
za prenos borelij preko okuženih nimf, kot če se okužijo preko odraslih klopov. Okužba psov z 
Bb-sl se pogosteje pojavlja v toplejših mesecih zaradi življenjskega cikla klopov in 
rekreacijskih navad ljudi (lastnikov) in njihovih psov (Littman in sod., 2018). 
 
2.12.3 Diagnostika lymske borelioze pri psih 
 
Posredno odkrivanje Bb-sl z odkrivanjem specifičnih protiteles v krvi ali krvnem serumu je 
postalo pomembno orodje pri diagnosticiranju LB. Neposredne metode detekcije, kot so kultura 
ali mikroskopija, so dolgotrajne in pogosto niso dovolj občutljive, saj je borelij v vzorcih tkiv 
in telesnih tekočinah malo. Odkrivanje specifičnih protiteles proti Bb-sl ni nujno povezano s 
prisotnostjo kliničnih simptomov, zlasti na endemičnih območjih ali pri psih, ki so bili 
predhodno zdravljeni z antibiotiki. Detekcija protiteles kaže na imunološki stik z borelijskimi 
antigeni, vendar v prvih štirih tednih po izpostavljenosti klopom ter okužbi specifičnih IgG 
protiteles še ni mogoče zaznati. V veterinarski medicini detekcija IgM ni pogosta ali 
priporočena, saj se klinični znaki razvijejo tedne po izpostavljenosti klopom, ko so že odkrita 
IgG protitelesa (Krupka in Straubinger, 2010). Poleg tega lahko IgG protitelesa v kliničnih 
vzorcih psov ostanejo tudi več kot leto po izpostavitvi patogenu in so zato zanesljivi označevalci 
izpostavljenosti (Uesaka in sod., 2016). Na voljo so številni raznoliki hitri testi za uporabo v 
veterinarski praksi, vendar problem teh testov predstavljajo predvsem navzkrižne reakcije z 
drugimi bakterijskimi antigeni, ki niso borelijski (Krupka in Straubinger, 2010). 
 
Ena od prvih uveljavljenih seroloških metod za testiranje LB pri psih je bil IFT. Ker je 
specifičnost testa nizka in navzkrižno reaktivna protitelesa pogosto povzročijo lažno pozitivne 
rezultate, ta metoda ni priporočljiva, zlasti če se uporablja kot edini test za potrditev okužbe, 
zato za potrditev protiteles proti borelijskim antigenom priporoča IB (Krupka in Straubinger, 
2010).  
 
Najpogosteje uporabljena testa za diagnostiko LB sta danes encimsko vezani imunosorbentni 
test in IB, ki sta vključena v dvostopenjski laboratorijski test. Ta je sestavljen iz dveh 
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komponent. Prva je visoko občutljiva metoda, ki temelji na encimskem imunskem testu 
(ELISA) za filtriranje negativnih vzorcev, drugo komponento pa predstavlja IB (Western blott), 
ki se izvede v drugem koraku za opredelitev pozitivnih vzorcev, oziroma za razlikovanje med 
okuženimi ali cepljenimi živalmi. IB tako pomaga pri dokončni odločitvi, ali so protitelesa iz 
pozitivnih vzorcev, pridobljenih z ELISA, specifična za Bb-sl ali ne. IB je bolj zamuden in ga 
je težje razlagati kot druge serološke metode, zato se običajno ne uporablja kot samostojen test 
za dokazovanje borelijske okužbe (Krupka in Straubinger, 2010). 
 
Za diagnostiko LB pri psih se uporablja še testni sistem na podlagi nevariabilne regije C6 (IR6). 
C6 je ime peptida, pridobljenega iz VlsE proteina borelij, ki je izražen izključno v gostitelju. 
Protitelesa proti C6 regiji so bila odkrita že v zgodnji fazi okužbe. Pri eksperimentalno okuženih 
psih so se pojavila C6-specifična protitelesa IgG tri tedne po okužbi, skoraj en teden prej kot 
protitelesa odkrita s celimi celičnimi pripravki na osnovi ELISA metode. Poleg tega niso našli 
nobene navzkrižne reaktivnosti proti specifičnim OspA protitelesom, ki so prisotna po cepljenju 
psov, kar pomeni, da lahko C6 test razlikuje med protitelesi, ki nastanejo kot posledica 
izpostavljenosti in tistimi, ki nastanejo kot posledica cepljenja proti LB. Metoda je visoko 
specifična in občutljiva (O'Connor in sod., 2004; Krupka in Straubinger, 2010). Kljub visoki 
specifičnosti testa za borelijsko okužbo, protitelesa C6 ne kažejo nujno korelacije s kliničnimi 
znaki pri psih, prav tako pa lahko pride do lažno pozitivnih rezultatov pri mladičkih, katerih 
mater je bila okužena z borelijami LB, zaradi njenih protiteles (Krupka in Straubinger, 2010). 
 
Kot neposredna metoda detekcije borelij pri psu se tako kot pri ljudeh lahko uporablja PCR, pri 
kateri pridemo do rezultata že v nekaj urah. Ta metoda je priporočljiva za kožo ali sinovialno 
tkivo psov in ne za za telesne tekočine, kot je kri, saj so borelije večinoma prisotne v tkivih 
okuženih psov. PCR metoda lahko vodi do napačne interpretacije, če se uporablja kot 
samostojna diagnostična metoda brez upoštevanja seroloških podatkov in kliničnih znakov. 
Kljub temu je lahko PCR uporabno znanstveno orodje za odkrivanje in razlikovanje borelijskih 
vrst ali sevov v epidemioloških raziskavah (Krupka in Straubinger, 2010).  
 
Ker je interpretacija serološkega testiranja zapletena, je dokončna diagnoza LB še vedno 
kompleksna in sestavljena iz večih dejavnikov, ki vodijo do diagnoze (Krupka in Straubinger, 
2010).  
 
2.12.4 Zdravljenje in preprečevanje lymske borelioze pri psih 
 
V nasprotju z LB pri ljudeh, pri večini živali ni mogoče ugotoviti časa okužbe, prav tako pa se 
največkrat veterinar odloči za zdravljenje, v fazi, ko so se borelije že razširile v različna tkiva. 
Ker je uspešnost protimikrobnega zdravljenja v zgodnjih fazah bolezni višja, je potrebno 
zdravljenje začeti čim prej. Ob hitrem ukepanju se koncentracija protiteles zmanjša, s čimer se 
zmanjša tudi šepavost ali drugi klinični znaki. Simptomi običajno popolnoma izginejo v nekaj 
dneh po začetku zdravljenja, zdravljenje pa običajno traja 28 do 30 dni. Borelije so občutljive 
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na tetracikline (doksiciklin), amoksicilin, azitromicin in cefalosporine (Krupka in  Straubinger, 
2010). Prva izbira je doksiciklin, ker se lahko uživa peroralno, je poceni in ima protivnetne 
lastnosti. Kljub temu nekateri veterinarji na tem področju priporočajo uporabo amoksicilina za 
pse, ki so občutljivi na doksiciklin, čeprav to ni priporočljivo. Nedavno pa so dokazali, da je 
cefovecin, ki se daje v dvojni dozi v obliki injekcije, v 14 dnevnem razmiku, enako učinkovit 
kot štiri tedensko jemanje doksiciklina ali amoksicilina. Odziv na zdravljenje z antibiotiki pri 
psih, ki kažejo znake akutnega artritisa, je običajno hiter in se pokaže v enem do treh dneh, če 
so klinični znaki posledica LB. Po potrebi je treba razmisliti o analgetikih (Littman in sod., 
2018). Pri kroničnih primerih se borelij z enim zdravljenjem ni mogoče popolnoma znebiti. Če 
psi nimajo razvite klinične slike bolezni, dokažejo pa se specifična protitelesa, se zdravljenje 
ne izvaja (Krupka in Straubinger, 2010).  
 
Eden najboljših načinov za preprečevanje stika z borelijami je izogibanje območjem, kjer je 
veliko klopov, v času ko so ti aktivni. Druga strategija preprečevanja je uporaba akaricidov in 
pogosto preverjanje prisotnosti in odstranjevanje klopov (Little in sod., 2010). Omejitev 
številnih akaricidov je v tem, da ne nudijo popolne zaščite, saj so tarča le odrasli klopi, medtem 
ko so nimfe (nezreli klopi) prav tako sposobne prenašati Bb-sl. Poleg tega pa je akaricide 
potrebno mesečno ponovno nanašati (Vogt in sod., 2019). 
 
Za preprečevanje LB pri psih so po vsem svetu na voljo cepiva. Način preprečevanja okužbe z 
borelijami je edinstven, saj se protitelesa, nastala s cepljenjem ne borijo proti boreljam v psu, 
ampak v klopih. S cepljenjem nastala specifična protitelesa OspA krožijo v krvi psa, med 
hranjenjem pa jih zaužijejo klopi. OspA protitelesa se vežejo na borelijo, ki izraža OspA v 
klopu (Krupka in Straubinger, 2010). Z vezavo protiteles se prepreči njihov prehod v slino in s 
tem prenos na psa (Leschnik, 2014). Če so borelije že okužile gostitelja, OspA protitelesa na 
bakterije nimajo več vpliva, saj se borelije popolnoma preusmerijo na površinsko izražanje 
OspC/VlsE. S cepljenjem mora pes dobiti visoko koncentracijo OspA protiteles pred 
izpostavljenostjo klopom, zato je nujna pogosta revakcinacija (Krupka in Straubinger, 2010). 
 
V ZDA so na voljo celotni celični lizat in rekombinantna OspA cepiva, ki temeljijo na Bb-ss 
proteinih (Krupka in Straubinger, 2010). V Evropi pa so na trgu lizatna cepiva, proizvedena z 
Bb-ss ali z B. garinii in B. afzelii. Na začetku je potrebno dvojno cepljenje v razmaku treh do 
štirih tednov. Priporočajo, da se cepljenje ponovi po šestih in po dvanajstih mesecih. Nato je 
letna revakcinacija zadostna za vzdrževanje zaščitne OspA ravni protiteles. Na splošno 
preprečevanje okužbe z Bb-sl samo s cepljenjem ni zadostno in pomemben del profilakse ostaja 
nadzor nad klopi in dnevno odstranjevanje klopov s strani lastnika, zlasti na endemičnih 
območjih (Krupka in Straubinger, 2010). Cepljenje ponuja alternativni pristop k preprečevanju 
bolezni, vendar je učinkovitost od 50 % do 100 % (Vogt in sod., 2019). Cepljeni psi se torej 
lahko še vedno okužijo, saj je zaščita nepopolna, zaščitni imunski odziv pa sčasoma narašča 
(Little in sod., 2010). Nadzor nad LB temelji na izobraževanju o osebnih zaščitnih ukrepih, 
znakih in simptomih bolezni ter ustrezni antibiotični terapiji (Steere in sod., 2004). Odločitev o 
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tem, ali je psa potrebno cepiti ali ne, mora temeljiti na skrbnem upoštevanju individualnega 
obnašanja in okoliščin, ki vključujejo geografsko lokacijo, dejavnosti na prostem in tveganje 
okužbe z LB (Krupka in Straubinger, 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Iz vzorcev seruma psov, ki so bili poslani na Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo v okviru 
rutinske diagnostike, smo izvedli dva testa, imunofluorescenčni test (IFT) in imunoblot (IB). 
 
3.1  MATERIAL 
 
V preiskavo je bilo vključenih 100 vzorcev serumov oz. plazme psov, ki so jih iz različnih 
veterinarskih ambulant po Sloveniji, od leta 2016–2018, poslali na Inštitut za mikrobiologijo in 
imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, za laboratorijsko potrditev okužbe z 
borelijami. Vzorci so bili shranjeni v Laboratoriju za diagnostiko borelioz in leptospiroz pri –
20 °C. 
 
3.2  METODE  
 
Po okužbi z borelijami LB nastanejo v krvi psa specifična protitelesa usmerjena proti različnim 
antigenom borelij (Krupka in Straubinger, 2010). V nalogi smo dokazovali le specifična 
protitelesa razreda IgG, za dokaz protiteles smo uporabili dva testa, presejalni IFT in potrditveni 
IB. 
 
3.2.1 Indirektni imunofluorescenčni test 
 
Za izvedbo indirektnega IFT smo kot borelijski antigen uporabili sev B. afzelii. Čisto kulturo 
bakterije smo s pipeto nanesli na objektna stekelca, ki smo jih zavita v aluminijsko folijo hranili 
v zamrzovalniku pri –80 °C. Pred uporabo smo stekelca z antigenom za eno uro postavili na 
sobno temperaturo (Cerar in Ružić-Sabljić, 2008). Izbrane vzorce serumov psov smo najprej 
odmrznili in jih na stresalniku dobro premešali. Izpolnili smo delovni obrazec z imenom psa, 
priimkom lastnika in protokolno številko vzorca. Vzorec seruma smo redčili v mikrotitrski 
ploščici, ki smo jo predhodno označili s protokolnimi številkami vzorcev ter njihovimi 
razredčinami. V prvo luknjico vsake vrstice smo vnesli 150 μl, v naslednje štiri luknjice pa po 
50 μl pufra (PBS+BSA) za redčenje vzorca. Nato smo v vsako prvo luknjico mikrotitrske 
ploščice dodali 10 μl posameznega vzorca, premešali ter z multikanalno pipeto iz vsake prve 
luknjice prenašali po 50 μl do zadnje luknjice v katero smo še dali pufer. Na ta način smo dobili 
razredčine: 1 : 16, 1 : 32, 1 : 64, 1 : 128 in 1 : 256 (Cerar in Ružić-Sabljić, 2008). Kot pozitivno 
kontrolo smo izbrali predhodno testirani serum psa s titrom protiteles 64 ali več, ter ga redčili 
na enak način kot vzorce izbranih serumov. 
 
Objektna stekelca z nanešenim antigenom B. afzelii smo ustrezno označili s protokolnimi 
številkami posameznega vzorca. V prvo zgornjo vdolbinico stekelca smo nanesli 10 μl končne 
razredčitve pozitivne kontrole, v prvo spodnjo vdolbinico pa 10 μl pufra za redčenje vzorcev, 
ki je predstavljal negativno kontrolo. Na naslednja polja smo nanašali po 10 μl razredčin 
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izbranih vzorcev, tako da je vsaka vrstica predstavljala razredčine istega vzorca, kot prikazuje 
shema: 
+K 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 
–K 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 
 
Za vsak nadaljnji vzorec smo nanašali razredčine od 1 : 16 do 1 : 256, kot je prikazano: 
 
1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 
1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 
 
Izvedba testa: 
Vsa objektna stekelca smo postavili v vlažno komoro in inkubirali 30 minut pri 37 °C. Po 
končani inkubaciji smo stekelca spirali s pufersko raztopino za spiranje (PBS). Vstavili smo jih 
v kadičko, v katero smo nalili PBS pufer, ter spirali dvakrat po sedem minut. Objektna stekelca 
smo položili na staničevino ter pustili, da so se posušila na zraku. Nato smo na stekelca nanesli 
10 μl konjugata tj. sekundarna protitelesa razreda IgG označena s fluorokromom, ki so 
usmerjena proti primarnim IgG protitelesom. Stekelca smo ponovno inkubirali 30 minut pri 37 
°C v vlažni komori, ter ponovili postopek spiranja, dvakrat po sedem minut v PBS pufru. 
Ploščice smo nežno posušili s staničevino, na vsako polje nakapljali kapljico imerzijskega olja 
in previdno pokrili s krovnim stekelcem, da ni bilo ujetih mehurčkov. Preparate smo pogledali 
s fluorescenčnim mikroskopom v UV svetlobi. Jakost fluorescence v posamezni luknjici smo 
primerjali s pozitivno oz. negativno kontrolo ter na ta način vzorce z intenzivno rumeno-zeleno 
fluorescenco ovrednotili kot pozitivne. Na osnovi tega smo določili titer, pri katerem je bila še 
prisotna fluorescenca (Cerar in Ružić-Sabljić, 2008).  
 
Vrednotenje rezultatov indirektnega IFT: 
Serum psa z titrom IgG protiteles 64 ali več smo vrednotili kot pozitiven rezultat, nižje titre pa 
kot negativen rezultat (Cerar in Ružić-Sabljić, 2008). 
 
Oprema in reagenti: 
 
Oprema: 
 pipete 
 nastavki za pipete 
 mikrotitrske ploščice 
 krovna stekelca 
 objektna stekelca 
 stojalo 
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 staničevina 
 stresalnik 
 inkubator 37 °C 
 kadička za spiranje 
 vlažilna komora  
 merilec časa 
 fluorescentni mikroskop  
 
Reagenti: 
 pufer za redčenje vzorca (PBS+BSA) 
 pufer za spiranje (PBS) 
 objektna stekelca z borelijskimi antigeni 
 sekundarna protitelesa IgG s fluorokromom (konjugat) 
 negativna kontrola (pufer za redčenje vzorcev)  
 pozitivna kontrola (serum psa s titrom protiteles 64 ali več)  
 imerzijsko olje 
 
Regenti so bili shranjeni v hladilniku (2–8 °C), objektna stekelca z borelijskimi antigeni pa v 
zmrzovalniku pri –80 °C. Pred uporabo smo objektna stekelca za eno uro postavili na sobno 
temperaturo. 
 
3.2.2 Imunoblot 
 
Z IB smo v serumu psov določali protitelesa IgG usmerjena proti antigenom Bb-sl. Uporabili 
smo komercialni test Borrelia Veterinary plus OspA LINE IgG Line Immunoblot (Virotech 
Diagnostics GmbH, 2016). 
 
Princip testa:  
Antigeni (proteini) so s posebnim postopkom nanešeni na trakove nitrocelulozne membrane. 
Posamezni trakec vsebuje naslednje antigene: VlsE, OspA, OspC, Dbp, BmpA, p58 in p83, ki 
so visoko specifični za borelije LB. Trak z antigenom smo najprej inkubirali z vzorcem seruma 
psa. Če je vzorec vseboval specifična protitelesa, so nastali imunski kompleksi z antigenom, 
pritrjenim na nitroceluloznem traku, medtem ko so se protitelesa usmerjena proti drugim 
antigenom odstranila s spiranjem. Nato smo dodali sekundarna IgG protitelesa, ki so 
konjugirana z encimom alkalno fosfatazo. Po dodatku substrata se je testni listič na mestu 
imunskih kompleksov vijolično obarval. Intenziteto obarvanega traku smo odčitali optično s 
primerjavo cut-off kontrole. Glede na priložen trakec z označeno pozicijo posameznega 
antigena, smo lahko opredelili prisotnost specifičnih protiteles IgG proti posameznim 
antigenom. 
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Oprema in reagenti: 
 
Oprema: 
 pipete 
 nastavki za pipete 
 stojalo 
 staničevina 
 vortex 
 merilec časa  
 banjica z vdolbinicami 
 stresalnik 
 plastična pinceta 
 zaščitne rokavice 
 
Reagenti: 
 nitrocelulozni trakovi z nanešenimi antigeni (VlsE, OspA, DbpA, OspC, 39 kDa, 58 kDa, 
83 kDa) 
 Cut off kontrola (OspA-Mix) 
 redčitveni-/pralni pufer 
 sekundarna protitelesa IgG, konjugirana z alkalno fosfatazo (konjugat) 
 substratna raztopina 
 destilirana voda 
 
Testni komplet smo pred uporabo shranjevali pri 2–8 °C. Pred začetkom izvajanja testa smo 
komplet postavili za nekaj minut na sobno temperaturo. Razredčeni konjugat in pralna raztopina 
sta bili uporabni krajši čas, zato smo morali biti pri količini pripravljenih razredčin previdni. 
Nitrocelulozne testne trakove smo uporabili takoj, ko smo jih vzeli iz vrečke. Pri odčitavanju 
rezultatov smo morali poskrbeti, da so bili trakovi zaščiteni pred neposredno sončno svetlobo 
v izogib bledenju pasov (Virotech Diagnostics GmbH, 2016). 
 
Izvedba testa: 
Test smo izvedli po navodilih proizvajalca pri sobni temperaturi (Virotech Diagnostics GmbH, 
2016). Za vsak vzorec smo položili po en antigenski trak v kanal čiste banjice. V vsak kanal 
smo dodali 1,5 ml redčitveno-/pralnega pufra, da so bili trakovi prekriti s tekočino ter banjico 
postavili za eno minuto na stresalnik. Na zgornji konec traku smo dodali 100 μl cut off kontrole, 
ki je služila kot kontrola testa, v ostale kanale banjice smo dodali po 15 μl vzorca (serum psa). 
Banjico smo postavili na stresalnik za 30 minut. Po končani inkubaciji smo tekočino previdno 
izlili iz kanalov tako, da so antigenski trakovi ostali na dnu kanala, preostalo tekočino pa smo 
izpraznili na staničevinast papir. Sledilo je pranje trakov z redčitveno-/pralnim pufrom; v kanale 
smo dodali po 1,5 ml pufra in inkubirali 5 minut na stresalniku; postopek smo trikrat ponovili. 
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Po vsaki inkubaciji smo popolnoma odstranili dodan pufer. Nato smo v vsak inkubacijski kanal 
dodali 1,5 ml pripravljenega konjugata ter banjico postavili za 30 minut na stresalnik. Po 
končani inkubaciji smo izlili tekočino iz kanalov. Sledilo je ponovno trikratno izpiranje trakov 
z 1,5 ml redčitveno-/pralnega pufra. Po zadnjem izpiranju, smo trakove za eno minuto sprali še 
z destilirano vodo ter tekočino popolnoma izlili iz kanalov. Dodali smo 1,5 ml raztopine 
substrata ter pustili 10–13 minut na stresalniku, da je potekla reakcija. Barvno reakcijo smo 
zaustavili tako, da smo raztopino substrata izlili stran. Potem pa smo trakove tri krat sprali brez 
vmesne inkubacije z 1,5 ml destilirane vode. Končno smo trakove pustili na čistem celuloznem 
papirju, da so se posušili.   
 
Vrednotenje rezultatov: 
Rezultate testa smo vrednotili nekoliko drugače od navodil, ki jih prilaga proizvajalec. Ta 
namreč upošteva cepljenje psov s cepivom, ki vsebuje antigen OspA, in se izvaja v Severni 
Ameriki. Ker pa se cepljenje psov v Sloveniji ne izvaja, smo kriterije nekoliko spremenili.  
Rezultate smo vrednotili optično. Intenziteto trakov posameznega antigena smo primerjali z 
intenziteto pasov na cutt off kontrolnem lističu (cutt off kontrola). Pasove različnih borelijskih 
antigenov, ki so bili manj intenzivni od pasov na kontrolnem lističu smo označili kot negativne. 
Pozicijo posameznega antigena smo določili glede na priložen testni listič. Rezultate smo 
vpisali na delovni list ter iz kombinacije prisotnih, oziroma odsotnih specifičnih trakov 
interpretirali serološki izvid vzorca. Imunski odziv psa smo vrednotili glede na preglednico 3. 
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Preglednica 3: Nekoliko spremenjena interpretacija imunskega odziva pri psih glede na prisotnost specifičnih 
protiteles IgG proti posameznemu borelijskemu antigenu, določenih s testom proizvajalca VIROTECH 
 
Reakcija na borelijske antigene Ugotovitev Interpretacija 
ni pasov ali pas < cut off negativno ni dokazov za stik s patogenom 
VlsE 
pas na izoliran 
antigen 
< cut off negativno ni dokazov za stik s patogenom 
≥ cut off pozitivno  dokazan stik s patogenom 
še en pas ≥ cut off pozitivno  dokazan stik s patogenom 
OspA 
pas na izoliran antigen  
≥ cut off 
negativno (možno, da gre za 
cepljenje) 
ni dokazov za stik s patogenom 
še en pas (razen VlsE) 
 ≥ cut off  
mejno (možno, da gre za 
cepljenje) 
možen stik s patogenom 
še pas samo na VlsE ≥ cut off pozitivno  dokazan stik s patogenom  
še en pas in pas na VlsE  
≥ cut off 
pozitivno  dokazan stik s patogenom  
Reakcije na druge antigene 
0–1 pas negativno ni dokazov za stik s patogenom 
2–3 pasovi mejna vrednost možen stik s patogenom 
≥ 4 pasovi pozitivno dokazan stik s patogenom  
Legenda: < manj; = enako; ≥ enako ali več; cut off mejna vrednost 
 
Statistična obdelava podatkov 
 
Občutljivost in specifičnost serološkega testa lahko opredelimo po preglednici 4, če imamo na 
voljo klinično opredeljene primere (pse s prisotno boleznijo) in kontrolno skupino (pse brez 
prisotne bolezni). 
 
Preglednica 4: Opredelitev občutljivosti in specifičnosti posameznega testa glede na prisotnost in odsotnost bolezni 
 
TEST 
BOLEZEN 
Prisotna Odsotna 
Pozitiven Pravilno pozitiven rezultat Lažno pozitiven rezultat 
Negativen Lažno negativen rezultat Pravilno negativen rezultat 
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Glede na dejstvo, da so bili vsi vzorci poslani v laboratorij zaradi kliničnega suma na borelijsko 
okužbo, smo tako testu IFT kot IB opredelili občutljivost. Občutljivost (v %) posameznega testa 
smo opredelili po formuli:  
(število pozitivnih vzorcev / število pozitivnih vzorcev + število lažno negativnih) X 100…. (1) 
 
Specifičnost posameznega testa nismo mogli opredeliti, ker nismo imeli vključene kontrolne 
skupine (psi brez kliničnih znakov borelijske okužbe).  
 
Posamezne razlike med rezultati smo primerjali s hi-kvadrat McNemarovim testom za 
povezane spremenljivke; vrednost p manjšo od 0,05 smo vrednotili za statistično značilno. Pri 
izračunu smo uporabljali prosto dostopni program C.I. Calculator: McNemar’s Chi-Square 
Test: 
 
https://www2.ccrb.cuhk.edu.hk/stat/confidence%20interval/McNemar%20Test.htm 
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4 REZULTATI 
 
V nalogi smo 100 naključno izbranih serumov psov, ki so bili poslani v laboratorij s sumom na 
okužbo z boreliozo, testirali z dvema testoma: indirektni IFT in IB, s katerima smo dokazovali 
specifična protitelesa IgG. Za lažje primerjanje obeh metod, smo se orientirali glede na 
pozitivne/ negativne rezultate, dobljene z indirektnim IFT testom, s katerim smo kasneje 
primerjali rezultate dobljene z IB.  
 
4.1  REZULTATI SEROLOŠKEGA TESTIRANJA Z INDIREKTNIM IFT 
 
Rezultate serološkega testiranja psov z indirektnim IFT prikazuje preglednica 5. Imunski odziv 
razreda IgG smo ugotovili pri 36/100 (36 %) serumov. Mejo med pozitivnimi in negativnimi 
titri smo v preglednici označili s krepko, da ločimo serološko pozitivne od serološko 
negativnimh serumov psov. Občutljivost testa IFT  je bila nizka in sicer 36 odstotna. 
 
Preglednica 5: Rezultati serološkega testiranja psov z indirektnim imunofluorescenčnim testom (IFT), prikazani v 
titrih 
 
Titer IgG Število psov Skupno število psov z negativnim titrom 
< 16 19 (19 %)  
64 (64 %) 16 24 (24 %) 
32 21 (21 %) 
64 12 (12 %) Skupno število psov s pozitivnim titrom 
128 9 (9 %)  
36 (36 %) 256 4 (4 %) 
512 11 (11 %) 
skupaj 100 (100 %) 
 
4.2  REZULTATI SEROLOŠKEGA TESTIRANJA S TESTOM IB 
 
Rezultate serološkega testiranja psov pridobljene s testom IB prikazuje preglednica 6. Imunski 
odziv razreda IgG smo ugotovili pri 22/100 (22 %) serumov; občutljivost testa IB je bila nizka 
in sicer 22 odstotna.  
 
Preglednica 6: Rezultati serološkega testiranja psov pridobljeni s testom imunoblot (IB) 
 
Serumi št. 
IB 
negativen mejen pozitiven 
skupaj 77 (77 %) 1  (1 %) 22  (22 %) 
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V preglednici 7 smo prikazali intenziteto reakcije protiteles IgG na posamezne borelijske 
antigene, reakcije na posamezni antigen smo odčitali optično. Iz preglednice 7 je razvidno, da 
se je močan imunski odziv na borelijske antigene najpogosteje razvil na antigen VlsE in sicer 
pri vseh serumih, ki smo jih opredelili kot pozitivne (22/22), nato so sledile reakcije na antigene 
p39, p58 in p83, ki smo jih opazili pri 11 oziroma 15 od 22 pozitivnih vzorcev. Šibek imunski 
odziv na borelijske antigene (šibkejši od intenzitete cut off kontrole) smo ugotovili razmeroma 
pogosto in sicer tako pri negativno kot pri pozitivno opredeljenih vzorcih; najpogosteje je bila 
opredeljena šibka imunska reakcija na antigen VlsE, sledila ji reakcija na OspC in p39 
(preglednica 7).     
 
Preglednica 7: Intenziteta reakcije protiteles IgG na posamezne borelijske antigene - ta je lahko močna (m), če je 
večja ali enaka cut off kontroli, ali šibka (š), če je manjše intenzitete od cut off kontrole ter interpretacija rezultatov 
testa imunoblot (IB) glede na intenziteto reakcije. 
 
Rezultat IB 
(št. psov) 
Antigeni testa IB  (št. pozitivnih reakcij) 
VlsE OspA DbpA OspC p39- BmpA p58 p83 
Negativen 
(77) 
m: 0 3 1 0 3 0 0 
š: 44 7 4 29 19 8 7 
Mejni 
(1) 
m: 0 1 0 0 1 0 0 
š: 1 0 1 1 0 1 0 
Pozitiven 
(22) 
m: 22 2 5 6 11 15 15 
š: 0 1 12 10 11 3 3 
Skupaj 
(100) 
m: 22 6 6 6 15 15 15 
š: 45 8 17 40 30 12 10 
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4.3  PRIMERJAVA REZULTATOV INDIREKTNEGA IFT IN IB 
 
Posebej smo analizirali vzorce, ki so bili negativni z indirektnim IFT in tiste, ki so bili pozitivni 
z indirektnim IFT. Rezultati so prikazani v preglednici 8, in bolj natančno v preglednici 9. Iz 
preglednice 8 je razvidno, da so bili s testom IB štiri vzorci pozitivni (obarvana polja) in en 
mejno pozitiven od 64 vzorcev, ki so bili z indirektnim IFT negativni. Nasprotno, med 36 
vzorci, ki so bili z indirektnim IFT pozitivni, je bilo 18 vzorcev, ki so bili s testom IB negativni 
(obarvana polja v preglednici 8).  
 
Preglednica 8: Primerjava rezultatov dveh testov, indirektnega imunofluorescenčnega (IFT) in imunoblota (IB) pri 
dokazovanju specifičnih protiteles proti borelijskim antigenom v serumih psov. Titre pri indirektnem 
munofluorescenčnem testu (IFT) od < 16 do 32 smo obravnavali kot negativne, titre  64 pa kot pozitivne; v 
preglednici jih loči zadebeljena črta. Polja v katerih so rezultati dveh testov, ki se niso ujemali, smo obarvali. 
 
IFT 
titer IgG 
IB 
 negativen pozitiven mejen skupaj 
< 16 18 1 0 19 
 
64 
16 23 1 0 24 
32 18 2 1 21 
64 11 1 0 12 
 
36 
128 7 2 0 9 
256 0 4 0 4 
512 0 11 0 11 
skupaj 77 (77 %) 22 (22 %) 1 (1 %) 100 (100 %) 
 
V preglednici 9 smo prikazali rezultate testiranja serumov psov glede na pozitivnost/ 
negativnost pri posameznem titru indirektnega IFT ter izračunano vrednost p glede na razultat 
testa IB. Največja razlika med testoma se je pojavila pri titrih indirektnega IFT 64 in 128 
(obarvana polja v preglednici 9), tukaj najdemo tudi statistično značilno razliko (p < 0,05).      
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Preglednica 9: Primerjava rezultatov dokazovanja specifičnih protiteles IgG proti borelijskim antigenom v serumih 
psov pri posameznem titru indirektnega imunofluorescenčnega testa (IFT). Polja, v katerih smo opredelili 
statistično značilno razliko (p < 0,05) so obarvana. 
 
IFT 
titer IgG 
Vrednotenje 
rezultatov 
IFT IB p-vrednost 
<16 
pozitiven 0 1 0,5 
negativen 19 18 1 
mejno 0 0 / 
16 
pozitiven 0 1 0,5 
negativen 24 23 1 
mejno 0 0 / 
32 
pozitiven 0 2 0,12 
negativen 21 18 0,24 
mejno 0 1 / 
64 
pozitiven 12 1 0,00128 
negativen 0 11 0,00252 
mejno 0 0 / 
128 
pozitiven 9 2 0,01167 
negativen 0 7 0,02334 
mejno 0 0 / 
256 
pozitiven 4 4 / 
negativen 0 0 / 
mejno 0 0 / 
512 
pozitiven 11 11 / 
negativen 0 0 / 
mejno 0 0 / 
 
Vse vzorce, katerih rezultati se niso ujemali z obema testoma (pozitiven v enem in negativen v 
drugem testu), smo analizirali bolj natančno in prikazali v preglednici 10. Pri dveh titrih, pri 
katerih se je pokazala statistično značilna razlika med indirektnim IFT in IB, titru 64 in 128, 
vidimo, da večina vzorcev v testu IB ni kazala reakcije na nobenega od vključenih borelijskih 
antigenov. Pri treh vzorcih pa se je kazala reakcija na le en borelijski antigen, kar ni zadostovalo 
za pozitiven rezultat. 
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Preglednica 10: Ugotovljene reakcije na posamezne borelijske antigene pri vzorcih psov (skupno št. 23) pri katerih 
se rezultati pridobljeni z indirektnim imunofluorescenčnim testom (IFT) in imunoblotom (IB) niso ujemali (en 
pozitiven ali mejen, drugi negativen).  
 
IFT 
titer IgG 
IB test 
Rezultat Reakcija na antigene 
< 16 1x pozitiven OspA, VlsE 
16 1x pozitiven VlsE > cut off 
32 
2x pozitiven 
1x mejni 
1x samo VlsE 
1x VlsE, OspC 
1x OspA, p39 
64 11x negativen 
9x ∅ 
1x samo OspA 
1x samo p39 
128 7x negativen 
6x ∅ 
1x DbpA 
skupaj 23 23 
Legenda: ∅, ni reakcije na noben antigen, ki ga vsebuje IB test. 
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5 RAZPRAVA 
 
V Sloveniji je LB endemična in se pojavlja skozi vse leto (NIJZ, 2019). Za njo zbolevajo tako 
ljudje kot živali. Povzročiteljica LB je Bb-sl, kamor spadajo za človeka patogene borelijske 
vrste: B. afzelii, B. garinii in B. burgdorferi sensu stricto, med katerimi je največkrat izolirana 
B. afzelii (Mead, 2015). Vsem je skupno, da povzročajo tipično kožno lezijo EM, ki se pojavi 
nekaj dni do tednov po vbodu klopa, najpogosteje na mestu njegove pritrditve (Stanek in sod., 
2012; Little in sod., 2010). Pri psih se simptomi pojavijo veliko kasneje, ali pa se sploh ne. 
Tedne in mesece po okužbi, lokalne vnetne reakcije povzročijo bolečino, oteklino in šepavost, 
povišano telesno temperaturo, anoreksijo, letargijo in limfadenopatijo (Krupka in Straubinger, 
2010). Po okužbi psov z Bb-sl nastanejo specifična protitelesa, ki jih lahko dokazujemo z 
različnimi testi, ki so med seboj različno občutljivi, zaradi česar prihaja do različnih rezultatov 
in interpretacij. Pri izbiri testa za odkrivanje protiteles moramo upoštevati, da so borelijski sevi 
heterogeni in se razlikujejo v izražanju svojih antigenov. Oba dejavnika lahko vplivata na 
imunski odziv gostitelja in posledično na sposobnost zaznavanja tega odziva s specifičnim 
testom (Cerar in sod., 2006). V naši nalogi smo izvedli dva testa: indirektni IFT – test narejen 
v lastnem laboratoriju, ter komercialni IB – testni komplet Borrelia Veterinary plus OspA LINE 
IgG Line Immunoblot (Virotech Diagnostics GmbH, Rüsselsheim, Nemčija). Oba sta 
standardizirana za dokaz protiteles pri psih. 
 
V nalogi smo dokazovali IgG protitelesa iz 100 naključno izbranih serumov psov, ki so bili v 
laboratorij poslani s sumom na LB. Iz preglednice 5 in 6 je razvidno, da je občutljivost obeh 
testov nizka. Z indirektnim IFT je bilo glede na zaznana IgG protitelesa pozitivnih skupno 36 
(36 %), z IB pa je bilo pozitivnih 22 (22 %) serumov psov. Nizek delež pozitivnih serumov 
lahko pomeni, da se protitelesa IgG še niso razvila v tolikšni meri, da bi jih zaznali. Obstaja 
tudi možnost, da pes ni preboleval LB, kljub klinični sliki, ki jo je nakazovala. Rezultati iz 
preglednice 5 in 6 kažejo, da je glede na IgG protitelesa več pozitivnih serumov psov 
pridobljenih z indirektnim IFT, zato predvidevamo, da je ta metoda bolj občutljiva, vendar ne 
smemo izključiti možnosti, da so dobljeni rezultati lahko lažno pozitivni, saj se lahko na 
borelijske antigene vežejo navzkrižna protitelesa. Številne študije so pokazale, da je IB pri 
ljudeh z zgodnjo obliko LB bolj občutljiv kot indirektni IFT. Velika občutljivost IB lahko 
pomeni znižano specifičnost in s tem veliko število lažno pozitivnih rezultatov, kar predstavlja  
problem na endemskih področjih (Cerar in sod., 2006). 
 
Kot prikazuje preglednica 7 smo najpogosteje ugotovili reakcijo na VlsE antigen in sicer pri 22 
vzorcih je bila reakcija na VlsE antigen močna, pri 45 vzorcih pa je bila reakcija na ta antigen 
šibka. Proizvodnja protiteles, ki se vežejo na beljakovino VlsE pomeni odziv povezan skoraj 
izključno z okužbo z Bb-sl tako pri psih kot pri ljudeh. Peptidi (C6, IR6), ki temeljijo na ločeni 
nespremenljivi regiji znotraj VlsE, so tako osnova za zelo specifične serodiagnostične teste 
(Little in sod., 2010). Pri ljudeh je bil odziv na VlsE opažen v vseh stopnjah bolezni, vključno 
z zgodnjo fazo okužbe, ko odzivi protiteles še niso popolnoma razviti (Lawrenz, 1999). Kjer je 
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prišlo do močne reakcije na VlsE antigen je pomenilo, da gre za pozitiven rezultat pri testu z 
IB, pri šibkih reakcijah pa je na interpretacijo vplivala še prisotnost drugih antigenov. Vzorce 
psov, katere smo z IB interpretirali kot negativne, so imeli največkrat šibke reakcije na VlsE 
antigen (44 primerov), na OspC (29 primerov) in p39 (19 primerov) (preglednica 7). Bile so 
tudi močne reakcije na nekatere antigene kot so: OspA, DbpA, p39 (BmpA) (preglednica 7), 
vendar to ni zadostovalo, da bi vzorce lahko interpretirali kot pozitivne, tj. da so psi prišli v stik 
z Bb-sl. Negativen IB lahko vsebuje reakcije na VlsE antigene, če intenziteta pasa ni večja od 
cut off kontrole. Prav tako je lahko reakcija na OspA antigene, če ni prisotnih tudi drugih 
antigenov. V nasprotju je v vzorcih, ki so bili interpretirani kot pozitivni, bilo zaznati močne 
reakcije, poleg VlsE tudi na nekatere druge antigene, kot so: p58, p83 (15 primerov), BmpA 
(11 primerov), OspC (6 primerov), DbpA (5 primerov) in OspA (2 primera). Razlog za tako 
malo vzorcev, ki so tvorili reakcije z OspA antigenom je lahko to, da ljudje in druge živali 
okužene z Bb-sl kljub imunogenosti OspA redko proizvajajo protitelesa proti tej beljakovini, 
ali pa jih proizvajajo pozno v okužbi (Schwan in Piesman, 2000). Ohranjene regije VlsE 
antigena, ki se nahajajo zunaj kasetne regije, lahko vsebujejo epitope, ki jih prepoznajo VlsE-
reaktivna protitelesa. Zato reaktivnost, ugotovljena z IB lahko pomeni, da so protitelesa 
najverjetneje usmerjena proti ohranjenim območjem proteina VlsE. Zanimivo je, da so 
protitelesa, reaktivna s to obliko VlsE odkrili v večini serumov bolnikov okuženih z LB, glede 
na to, da je VlsE beljakovina podvržena antigenskim spremembam z natančnim genetskim 
mehanizmom. Ohranjene regije VlsE sicer ustvarjajo odziv protiteles, ki so potencialno koristni 
za imunodiagnozo, vendar pa se zaščitni odzivi usmerjajo na spremenljive regije (Lawrenz in 
sod., 1999). Pomembno je dejstvo, da se okužena oseba ali žival odzove na tiste borelijske 
antigene, ki jih izraža sev s katerim je bila okužena. Imunološke študije so pokazale 
prevladujoče antigenske determinante, na katere se okužene osebe odzivajo med boleznijo. 
Imunski odziv je odvisen od strukture borelijske beljakovine in njenih antigenih determinant, 
od trajanja okužbe in prevladujoče lokalizacije, kot tudi od dejavnikov gostitelja (Johnson, 
2011).  
 
Pri testu IB smo torej spremljali pasove (prisotnost protiteles proti določenemu antigenu) za 
različne borelijske antigene. Ugotovili smo, da se pri nižjih titrih, ki nam podajo negativen 
rezultat z indirektnim IFT, pasovi na nitroceluloznih trakovih IB v večini ne pojavijo ali pa je 
njihova intenziteta prešibka, da bi jih ovrednotili kot pozitiven rezultat, (razen izjem kjer je 
prišlo do ujemanj med testoma) (preglednica 8). Z IB je bilo 77/100 (77 %) serumov negativnih, 
22/100 (22 %) pozitivnih in 1/100 (1 %) serum je imel mejno vrednost, medtem ko je bilo pri 
indirektnem IFT 46/100 (64 %) serumov negativnih in 36/100 (36 %) pozitivnih. Iz preglednice 
8 je razvidno, da so bili štirje od 64 vzorcev, ki so bili z indirektnim IFT negativni, pozitivni z 
IB in eden je bil mejni (obarvana polja). Nasprotno, med 36 vzorci, ki so bili z indirektnim IFT 
pozitivni je bilo 18 vzorcev, ki so bili s testom IB negativni (obarvana polja v preglednici 8). 
Indirektni IFT je pozitiven pri 1:64, medtem, ko je večina vzorcev pri tem titru z IB negativna 
(preglednica 8). Gre za največje odstopanje rezultata pridobljenega z indirektnim IFT in IB, in 
sicer kar 11/100 vzorcev (11 %) je z IB negativnih pri titru 64. Največjo statistično značilno 
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razliko (preglednica 9) v odstopanju obeh testov smo dokazali ravno pri tem titru, in titru 128 
(p = 0,00128, p = 0,00252). Zaradi velikega odstopanja obeh testov ravno pri titru 64, je to 
najverjetneje posledica meje med pozitivnimi in negativnimi rezultati, saj je to prvi pozitiven 
titer IgG protiteles, ki ga vrednotimo kot pozitiven rezultat. Signifikantna razlika je tudi pri titru 
128, vendar nekoliko manjša kot pri mejnem titru (p = 0,01167, p = 0,02334). Pri najvišjih titrih 
(256 in 512) so bili rezultati obeh testov enotni, pri titrih, nižjih od 64 pa razlike med testoma 
niso bilo statistično značilne. Zaželjeno bi bilo, da se pri titru 64 in 128 rezultat potrdi s 
specifičnim imunskim odzivom z IB. 
 
Odstopanja v rezultatih obeh testov (preglednica 8) lahko pripišemo različni pripravi in izbiri 
antigenov, na katere smo iskali odziv. Pri indirektnem IFT se kot antigen uporablja celotna 
borelija, pri IB pa so na nitrocelulozne trakove nanešeni posamezni izbrani antigeni borelije: 
VlsE, OspA, OspC, Dbp, BmpA, p58 in p83, ki so visoko specifični za borelije LB. Z IB smo 
najpogosteje ugotovili reakcijo na VlsE antigen, ki ga lahko dokažemo le s tem testom, saj IFT 
ne vsebuje VlsE antigena. Gre za različni metodi, ki imata različno opredeljene mejne vrednosti. 
Za pravilno interpretacijo IB smo upoštevali navodila proizvajalca. Glede na dejstvo, da psi v 
Sloveniji niso cepljeni, saj cepiva v Sloveniji sploh ni, smo kriterije spremenili. Antigenu OspA 
smo dali določeno vrednost nekako podobno, kot jo ima pri humani diagnostiki. Pri indirektnem 
IFT pa smo rezultate interpretirali glede na standarde (Cerar in sod., 2006; Virotech Diagnostics  
GmbH, 2016).  
 
Pri 23 vzorcih kjer je prišlo do odstopanj rezultatov dveh testov (preglednica 10), so se pri 
vzorcih z negativnimi titri indirektnega IFT pokazale reakcije na borelijske antigene OspA in 
VlsE ali samo na VlsE, ki so zadostovale za pozitivnost testa IB. Pri teh vzorcih je šlo predvsem 
za reakcijo na antigen VlsE, katere z indirektnim IFT ne moremo dokazati saj test ne vsebuje 
antigena VlsE. VlsE je namreč antigen, ki ga borelija izdeluje in vivo, v času parazitiranja v 
organizmu gostitelja. Tega antigena v indirektnem IFT ne najdemo, saj gre tukaj za borelije, ki 
jih ne gojimo v gostitelju ampak samo v umetnem gojišču, ki borelije ne spodbuja k tvorbi tega 
antigena (Petersen in sod., 2008). Nasprotno, pri vzorcih s pozitivnimi titri indirektnega IFT in 
negativnim rezultatom IB, nismo ugotovili nobene reakcije na borelijske antigene, ali pa so bile 
reakcije le na antigene OspA, DbpA ali p39, kar ni dovolj za pozitivno ovrednotenje IB. 
Zanimivo je, da pri najvišjih titrih (256 in 512) ni prišlo do nobenega odstopanja. To lahko 
razlagamo s tem, da z višjimi titri indirektnega IFT, raste tudi število antigenov v IB na katere 
se razvije imunski odziv. Posledica je večje število IgG protiteles in tako je večja verjetnost, da 
se bodo ta odzvala na specifične antigene na nitroceluloznih trakovih v IB.  
 
Pri seroloških testiranjih lahko pride do lažnih rezultatov. Protitelesa, nastala ob spodbudi 
določenih bakterij, ki niso borelije, lahko navzkrižno reagirajo z borelijskimi antigeni. Ker si 
člani iz rodu Borrelia med seboj delijo skupne antigene, prav tako pa imajo nekatere antigene 
tudi druge bakterije, je imunološka navzkrižna reaktivnost pričakovana. Brez podpornih 
kliničnih podatkov bi se lahko rezultati seroloških testov napačno interpretirali (Magnarelli in 
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sod., 1987). Pri navzkrižnih reakcija so najbolj izpostavljeni antigeni flagelin, stress proteini, 
house heeping geni in podobni, ki jih najdemo med mnogimi, ali skoraj vsemi bakterijami 
(Scopio in sod., 1994). Serološki testi ne postanejo pozitivni, dokler okuženi posamezniki ne 
razvijejo protiteles (Johnson, 2011). Kot že opisano so IgG protitelesa pokazatelji zastarele 
okužbe oz. predhodnega stika z bakterijo, zato lahko pride do napačnih interpretacij pri vzorcih 
psov, ki so v zgodnjih fazah okužbe, saj takrat IgG protiteles še ni, ali pa jih je manj in so zato 
manj zaznavna (Uesaka in sod., 2016). To pa ne pomeni, da do okužbe ni prišlo. Do nepravilnih 
rezultatov lahko pridemo tudi s starejšimi vzorci, saj protitelesa propadajo in jih je lahko manj, 
kot bi jih bilo, če bi imeli sveže vzorce. S tem pa so različni tudi titri, ki bi zaradi tega lahko 
bili nekoliko nižji kot sicer.  
 
Rezultate IB smo odčitavali optično, kar je subjektivno. To deloma lahko vpliva na končno 
interpretacijo, vendar samo pri testnih pasovih, kjer je intenziteta pasov za nekaj procentov 
manjša ali enaka intenziteti cuf off kontrole, s katero primerjamo prisotnost antigenov. Pri 
interpretaciji testa pride do manjših napak, če pasove odčitava in interpretira ena sama oseba. 
Izvedba indirektnega IFT pa zahteva kvalificiranega in izkušenega mikroskopista, saj rezultat 
ocenjujemo samo mikroskopsko (Johnson, 2011). Pri obeh testih lahko pride do napak v 
različnih fazah izvajanja testa, npr. pri redčenju seruma, spiranju itd. V nasprotju z indirektnim 
IFT nudi IB bolj specifičen rezultat in omogoča detekcijo nizke koncentracije protiteles. Slaba 
lastnost pa je, da je test IB dražji od indirektnega IFT. 
 
Zaključimo lahko, da so odstopanja rezultatov obeh seroloških testov, indirektnega IFT in IB v 
največji meri posledica uporabe različnih antigenov v obeh testih, pa tudi ostalih dejavnikov, 
ki neposredno vplivajo  na rezultate. Serološko testiranje za odkrivanje specifičnih borelijskih 
protiteles je najpogosteje uporabljen pristop za podporo klinične diagnoze LB. Vendar pa ti 
testi niso standardizirani in rezultati različnih metod med seboj niso vedno skladni (Cerar in 
sod., 2006). Zato je pomembno, da rezultate vedno vrednotimo vzporedno s klinično sliko.  
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6 SKLEPI 
 
 V serumih psov smo dokazali prisotnost protiteles IgG z obema serološkima testoma: 
indirektnim IFT in IB (Virotech Diagnostics GmbH, 2016). 
 
 Oba testa, tako indirektni IFT, kot IB zahtevata izkušenega laboratorijskega delavca, 
tako za izvedbo, kot za odčitavanje in interpretacijo. 
 
 Največja statistično značilna razlika v odstopanju obeh testov se je pokazala pri titru 
1:64, sledil mu je titer 1:128.  
 
 Pri najvišjih titrih (256 in 512), kakor tudi nižjih (manjših od 64), pa razlike med testoma 
niso bilo statistično značilne.  
 
 S testom IB smo najpogosteje ugotovili reakcijo na VlsE antigen. 
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7 POVZETEK 
 
LB pri ljudeh in psih povzročajo spirohete iz kompleksa Bb-sl. V Sloveniji je LB endemična. 
Pri človeku se na koži najpogosteje pojavi kožna sprememba EM, pri psih pa se bolezen kaže 
neznačilno, npr. kot poslabšanje splošnega stanja z anoreksijo in zvišano telesno temperaturo, 
kar spremlja tudi šepanje zaradi artritisa. V primeru neznačilnih kliničnih znakov se okužba 
najpogosteje opredeli šele z dokazom specifičnih protiteles. Za rutinsko potrditev LB se 
največkrat uporabljajo serološki testi, s katerimi dokazujemo specifična protitelesa, ki nastanejo 
kot odgovor na borelije v telesu. V zgodnjih fazah bolezni se začnejo tvoriti IgM protiteles, 
tedne do mesece po okužbi pa še IgG protitelesa. 
 
Cilj našega dela je bil med seboj primerjati dve različni metodi za dokazovanje specifičnih 
protiteles proti borelijam LB pri psih. V raziskavo je bilo vključenih 100 vzorcev serumov psov 
s sumom na LB, katere smo testirali na prisotnost specifičnih protiteles IgG. Za testiranje smo 
uporabili indirektni IFT in IB (Virotech Diagnostics GmbH, 2016). 
 
Namen naloge je bil dokazati prisotnost protiteles proti LB z obema metodama, primerjati 
rezultate, ter ugotoviti na katere borelijske antigene se pes odzove. Protitelesa IgG smo dokazali 
z obema metodama. Z IB je bilo pozitivnih 22/100 (22 %) serumov psov, medtem ko je bilo z 
indirektnim IFT pozitivnih 36/100 (36 %) serumov. Največje odstopanje obeh testov se je 
pokazalo pri titru 64, ki velja za prvi pozitiven titer IgG protiteles z indirektnim IFT. 
Signifikantna razlika se je pojavila tudi pri titru 128, vendar nekoliko manjša kot pri titru 64. 
Pri najvišjih titrih (256 in 512) so bili rezultati obeh testov skladni, pri titrih, nižjih od 64 pa 
razlike med testoma niso bilo statistično značilne. Z IB smo najpogosteje ugotovili reakcijo na 
VlsE antigen, ki ga lahko dokažemo le s tem testom.  
 
Glede na dobljene rezultate smo ugotovili, da so odstopanja v rezultatih obeh testov posledica 
predvsem različne priprave in izbire antigenov z različno opredeljenimi mejnimi vrednostmi. 
Možno je, da je prišlo do lažnih rezultatov, saj lahko protitelesa navzkrižno reagirajo z antigeni 
določenih bakterij, ki niso borelije. Prav tako pa je mogoče, da se v serumih IgG protitelesa še 
niso dovolj namnožila, da bi jih lahko dokazali, saj je bil serum lahko odvzet ob sveži okužbi. 
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